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INTRODUCCION

Una de las enfermedades serias del frijol (Phaseolus vulgaris
L.) es causada per el hongo Fusarium oxysporum Schlechl £, phaseoli
Kendrick y Snyder (40, 78), Esta enfermedad, que ha side denemina-
da de diferentes maneras, es conocida en Costa Rica come "Amarilla-
miento", habiéndose encontrado en este pais plantaciones severamen-
te afectadas por ella (20),

La enfermedad la menciond por primera ves Harter (35) en 1929,
con el nombre de "Amarillamiento". Posteriormente otros auteres
(24 3, 12, 40) se han referido a ella como "Marchitamiento", "Pedre
dumbre seca", o simplemente "Fusariosis", a causa de los sintomas
externos tan variades que se observan, Este hecho ha llamado pode-~
rosamente la atenciln y ha side tema de confusidn entre les diferen
tes investigadores que se han ecupado de su estudio. Ean frijel,
las plantas infectadas ne se marchitan de la manera caracteristica
como se marchitan otras plantas con ataques de otras especies de
Fusarium, sino que hay en su lugar ligero amarillamiente y dobla-
miento de las hojas inferieres, que es seguido por el par inmedia-
tamente superior de hojas en orden ascendente., Hay gzibi&n decolo-
racifén completa de las hojas, enanismo y a veces defoliacibn,

Seghn investigaciones recientes (19), el sintoma que se pre-
senta en la planta estf relacionado en cierto modo con el coler de
la testa de la semilla, Asi, las variedades de color blanco y baye
presentan amarillamiento intenso, en las de color negro hay fuerte
marchitez sin pérdida de color y en las variegadas, defoliacién,

La patogonicidad del hongo, ha sido demostrada en forma satis

factoria y es abundante la literatura sobre este tépico (2, 3, 19,
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20, 40, 78), Pere no hay conocimiento como el patégeno pemetra al
hospedero y como causa la enfermedad; solamente hay conceptos y es-
peculaciones al respecto.

En pruebas preliminares de resistencia con 103 variedades de
frijol se encontr$ (19) que ninguna era resistente al patégeno, al-
gunas variedades presentaban cierta tolerancia mientras que la mayo
ria mostrd diferentes grados de susceptibilidad.

Se sabe también que el hongo produce una toxina, lo que se
puede comprobar al cultivarlo en un medio artificial (19). Esta
sustancia produce severa marchitez tanto en las plantas tolerantes
como en las susceptibles, sin diferencia en la sintomatologia.

Considerando que un mejor conocimiento acerca de las verdade-
ras relaciones parésito-hospedero ayudaria a comprender y explicar
en la mejor forma el complejo anatbdmico-fisioldgico responsable de
los sintomas en las plantas afectadas, se efectud el presente traba
Jo, el cual tuvo como objetivo principal, estudiar los aspectos si-
guientes:

1. Penetracidn del hongo al hospedero.

2. Distribucibén del hongo en plantas enfermas después de la
penetracidén y su relacidn con el tejido susceptible del
hospedero, de acuerdo al dafio causado en el curso del de-
sarrollo de las lesiones.

3. Correlacidn de sfintomas internos y externos.

4k, Determinar si las plantas tolerantes en comparacibén con

las susceptibles muestran diferencias anatémicas que
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puedan relacionarse con el avance del patdgeno dentre de
los tejidos del hospedero.

5. Determinar si hay o no formacién de ti{lides, su papel en
el desarrollo de la enfermedad y si éstas son o no res-
ponsables de la tolerancia de la planta al patfgeneo.

Por tanto, los resultados reportados aqui estén intimamente
relacionados c&n la anatomfia de la planta hospedera, particularmen-
te con la del xilema, As{ es indispensable revisar también, antes
Qp proceder a explicar los resultados obtenidos, algunos conceptos
bésicos sobre anatomfa, lo cual se harf en la revisién de literatu-

ra pertinente.
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REVISION DE LITERATURA

I, Penetracifn del hongo a la planta hospedera

El conocimiento del proceso de penetracibdn del parfsito a la
rlanta hospedera es muy importante para aclarecer las verdaderas re
laciones parésito~hospedero. Como se menciond en el capitulo ante-
rior, para el caso especifico de la "Fusariosis" del frijel causada
por Fusarium oxysporum f., phaseoli, no se han efectuado trabajos de
esta indole, pero si hay referencias de tales investigaciones reali
zadas con otras especies de Fusarium y otros géneros de patbgenos
que atacan al frijol,

Christou (16), en trabajos con patégenos radicales del frijol,
encontrd que Fusarium solani penetr6 més fécil y profundamente por
los estomas o heridas en el hipocbédtilo, que a través de la rizoder-
mis. Ademés, que en el hipocbtilo el desarrollo del hongo era més
vigoroso, lo cual permite concluir que en realidad este organismo
es més un invasor del hipocbdtilo que de la rafz. Con Rhizoctonia
solani el mismo autor (15) noté que la penetraciém podia ocurrir di
rectamente por la cutfcula del hipocbdtilo mediante hifas que surgen
del crecimiento compacto que hace el hongo previamente en la epider
mis, sin formar ninguna estructura apresorial; también penetra por
los estomas mediante hifas que crecen en la superficie de la epider
mis, siendo ésta la via més comfin de entrada. Otra posibilidad la
ofrecen heridas mecénicas, siendo en este caso similar la penetra-’
cibn a como ocurre por los estomas, pero con un mayor nfimero de hi-

fas, Christou (15) también observé penetracibédn directa, o por
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heridas, a través de la corteza de la rafz., Las hifas en la corte-
za radical no crecen tan profundamente y no son tan vigorosas como
en el hipocétilo. Esto explica porque las lesiones producidas en
las raices son més pequefias que las del hipocbdtilo y sugiere que la
raiz es menos susceptibles que el hipocétilo. E1 hongo Thielaviop-
8is basicola penetra profundamente en el lumen de las células epi-
dermales de la raiz e hipocétilo (14) en forma directa sin la forma
cién de un apresorio. Sin embargo aparecen estructuras especiales
como estacas o clavijas a partir de las cuales pequefias hifas cons-
trictas crecen e invaden células epidermales y corticales intra e
intercelularmente.

La penetracién del F, oxysporum en diferentes hospederos ha
sido muy estudiada y ampliamente discutida. En banano se sabe (73)
que no ocurre por el pseudotallo o las hojas, pero si por el rizoma
o tallo verdadero. En las primeras referencias que se hicieron del
"Mal de Panamé", Brandes (11) present§ evidencia de una penetracibén
a través de tejidos intactos de las raices principal o primarias,
préxima al &pice radical. Sin embargo Wardlaw (73) fue incapaz de
obtener penetracibdn del hongo en raices activas sanas de la misma
planta, pero reporté infeccién tanto en raices principales como rai
cillas laterales bajo condiciones desfavorables para su crecimiento
activo y también después de una plasmbdlisis. Ademés, observd pene-
tracién del hongo dentro de rafces jévenes cortadas cerca de su exe
tremo., El mismo autor considerd como el medio mé&s adecuado para la
penotraci&i heridas en la base de las raices, junto con injurias de

insectos al rizoma. Trabajos posteriores (60) demostraron que en
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raices de banano completamente sanas no hay penetracién, lo que per
mite concluir que este patSgeno en realidad no tiene habilidad para
penetrar células vivas de la raiz principal.

En soya, la penetracién del Fusarium es directa a través de
las células epidermales o heridas resultantes del crecimiento de
raices secundarias, como también por el hipocétilo (26).

El Fusarium causante del amarillamiento del repollo penetra
principalionte por la regifn de células embrionales, epidermis o cé
lulas corticales de la raiz e hipocédtilo joven; con frecuencia tam=-
bién penetra por los pelos radicales, seglin los trabajos realizados
por Anderson (1) y Smith (63) en variedades de repollo resistentes
y susceptibles,

Para F. conglutinans del aster (Aster marginatus) los puntos
de penetracidn m&s frecuentes son la corteza y células epidermales
de la regibn de elongacibn. En pocos casos se observd penetracibn

directa (69).

II, Anatomia de plantas enfermas

Al igual que en el caso de la penetracién, para el F, oxyspo-
rum de frijol no existen estudios relacionados con'la anatomia pato
légica de la planta, Se sabe que F, solani (16), después de la pe-
netracibén, invade los tejidos de frijol intercelularmente pero el
micelio queda restringido a la regibn cortical hasta la muerte de
la planta hospedera., Sin embargo, Shaw-Ming (61) afirm8 que este
patbédgeno, adembs de causar pudriciédn cortical, producia discolora-

cién vascular, El F, conglutinans (69) invade el xilema, cambium
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y floema del aster con produccibdn de gomas y presencia de color
pardo o marrén., El mismo fenémeno ocurre con el Fusarium sp. de
repollo (1) que, siendo pardsito vascular, se encuentra también en
el cambium, células parenquimbticas, corteza y en la zona compren-
dida entre la rafz e hipocbétilo.

El F. oxysporum f. cubense en banano estd confinado al xilema
hasta que cesan las funciones normales de la planta., Cuando incre-
menta el marronamiento y al empezar la decadencia del tejido invade
saprofiticamente células del parénquima adyacente a los vasos con=-
ductores (64, 68), Beckman (9) sugiribé que la infeccibn del xilema
en la raiz estf acompafiada por movimientos de microconidios por la
corriente vascular, Este movimiento de dispersién puede ser bastan
te amplio al no ser impedido por taponamiento en los extremos de
los vasos, Trujillo (68) encontr$é que en las infecciones naturales
de rafces, la produccibn de microconidios estuvo limitada a los va-
sos de la raisz debido a que los mecanismos de resistencia operativos
en las rafces noe permitieron un libre movimiento de estas esporas;
as{, la invasién del xilema del tallo la atribuyd principalmente al
desarrolle de hifas,

La anatomia patolégica de variedades de aster resistentes, in-
termedias y susceptibles al F. conglutinans se estudibé cem el fin
de ver si en ellas existian diferencias de alguna indole responsa-
bles de la resistencia (69). Se encontrd que en las plantas resis-
tentes habia poca extensibén del foco de infeccién, pero el comporta

miento del hongo y la reaccién del hospedero a la invasién en las
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resistentes no era distinguible de las plantas susceptibles o inter
medias., No se observaron barreras estructurales que pudieran pre-
venir el avance del hongo, ni peculiaridades en las reacciones de
tincién del tejido, las que pudieran indicar un antagonisme entre
el contenido de la célula y el pardsito. Con estos resultados se
concluyd que la resistencia no parece estar conectada con ninguna
estructura morfolbgica sino que probablemente estéd asociada comn la
naturaleza fisiolbgica del protoplasma.

En repollo se encontr$ (63) que la penetracién de Fusarium sp.
el desarrollo de la infeccibn era igual en las plantas resistentes
y susceptibles; sin embargo, lo que 8i se observd en forma més con-

sistente fue una relaciém definida entre desarrollo de raices secun

darias y la resistencia,
III. Causas de los sintomas de la enfermedad

Marchitamiento y marronamiento vascular son los sintomas promi
nentes en el tipo de enfermedades causadas por las diferentes for-
mas de Fusarium oxysporum en un gran nfimero de hospederos., Para la
explicacién de estos sintomas se han sugerido diferentes teorias:
1) Taponamiento y obstrucciones traqueales; 2) Escasez de agua en
los tejidos de la planta; 3) Liberacién de toxinas que inhiben cier
tas funciones de la planta tales como respiracién; 4) En forma limi
tada, deformacidn o distorcién de los vasos. Son muchisimas las re
ferencias que se conocen de estudios realizados para probar la ver-
dadera causa de estos sintomas. Sin embargo, otros sintomas tam-

bién frecuentes, tales como amarillamiento, clorosis, enanismo y
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epinastia han sido menos estudiados y discutidos en las referencias
bibliogréficas.

La mayoria de las evidencias experimentales indican que el mar
chitamiento se debe principalmente al taponamiento de los elementos
vasculares en toda la planta, Los términos "taponamiento vascular"
y "oclusibén" se han usado (36) para describir la disminucién del
flujo de la savia bruta en el xilema, fenbémeno que se manifiesta ex
ternamente por marchitamiento foliar, La naturaleia del material
que causa el taponamiento y que impide el movimiento del agua en el
tallo infectado no se conoce bien. Pue%gn responsabilizarse geles,
tilides, gomas, resinas u otras sustancias. De acuerdo ocon la lite
ratura (13, 23, 29), gomas y tflides son muy comunes en plantas nor
males, pero la prevalencia de estas formaciones en plantds afecta-
das por diferentes patégenos, entre éstos varias formas de F. oxys-

orum, Justifiéa que se resalte su presencia como sintoma de la en-
fermedad,

Asi, Scheffer y Walker (59) explicaron el marchitamiento, cau=-
sado por F, oxysporum f. lycopersici, como debido al taponamiento
de vasos, resultado del desarrollo micelial del patégeno y produc-
cibén de tilides de células adyacentes a los vasos y gomas, bien sea
producidas por el patédgeno o por el hospedero.

Bailey (5) informbé que en el caso de infecciones de F. niveum
en plantas de melén habia abundancia de tflides lo cual parece es-
tar correlacionado con la cantidad y proximidad del hongo a los ha-
ces vasculares infectados de la misma planta, Esto explicaria tam-

bién satisfactoriamente el sfintoma de marchitamiento a consecuencia
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del taponamiento.

En banano, diferentes investigadores (8, 9, 73) han encontrado
abundante produccién de tilides y gomas en los vasos como resultado
del ataque de F. oxysporum f. cubense. Wardlaw (73) y posteriormen
te Beckman (8, 9), han demostrado la importancia del gel y de las
tilides, asf como su multiplicaciédn a partir de células adyacentes
al parénquima., Tanto el gel como las tflides bloquean el avance
del patégeno a lo largo de los vasos., Wardlaw (73) también probd
que el parénquima adyacente al vaso infectado puede confinar al hon
go y & su toxina dentro del mismo vaso.

En camote, McClure (46) observé ti{lides en el xilema de plan-
tas enfermas., Tanto estas tflides como también la discoloracidn
vascular est;ban relacionadas con el avance del micelio a lo largo
del tejido conductor,

French (26) observdé en soya simulténeamente discoloracién vas-
cular y taponamiento de los vasos del xilema.

En diferentes especies forestales Struckmeyer (65) encontr$ que
habia taponamiento de los vasos del xilema con tilides y gomas, Es-
te fenbmeno precedi$ al marchitamiento del follaje debido més bien
a insuficiente agua en la planta que a sustancias téxicas. En oclu-
siones severas los vasos del xilema se obstruyeron completamente con
la formacidén de tilides y gomas,

En lo referente a la explicacién del sintoma de marchitamiento
por escasez de agua o dificultad en el transporte de &ésta a través
de la planta Hursh (37) afirm por primera vez que los filtrados de

hongos pueden interferir con el funcionamiento normal del sistema
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de conduccibén del agua en la planta, Pero &1 encontr$§ que una mar-
chitez en si no era realmente un adecuado criterio para explicar
los caracteristicos dafios producidos por los hongos a los tejidos
de las plantas., Varios factores influyen sobre la rapidez y el gra
do del marchitamiento tales como edad y condicidén del tallo, el
tiempo y tratamientos aplicados a las plantas después de la infec-
cién, sustancias téxicas que son llevadas en la corriente traqueal
del tallo, etc., etc.

En arvejas (Pisum sativum) el marchitamiento causado por Fusa-
rium sp. se ha explicado (43) no por deficiente transporte del
agua, sino por una excesiva disminucién del agua en las hojas, re-
sultado de la baja potencia de retencibén de ésta por el protoplasma
de las células foliares.

Estudios realizados por Page (50) indicaron que la disminucién
de la transpiracién de plantas de banano, afectadas por F. oxysporum
f. cubense, asociada con un volumen reducido de agua en los vasos,
es parte del sindrome de la enfermedad "Mal de Panami'"., Sin embar-
go, 81 sostuvo que el bloqueo de los vasos y la reducciln del flujo
de agua a través de vasos no funcionales por si solo no era el fac-
tor responsable de la aparicidn de sintomas, ya que en algunos casos
habfa marcado amarillamiento que tampoco pudo resultar sé§lo de una
disminucién de la provisién de agua., El mismo autor (50) también de
termind pérdidas de peso en plantas enfermas en relacidn con sanas;
tales pérdidas se debfan a una mayor transpiracibén y al volumen de
exudado traqueal acuoso,

Gottlieb (32) asegurd que el marchitamiento de tomate afectado
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por F. oxysporum f. lycopersici estaba correlacionado con una toxi-
na presente en el fluido traqueal del hospedero. Esta toxina incre
mentd la permeabilidad de las células de la planta hospedera, y
cuando se redujo considerablemente la transpiracidén de las plantas
tratadas con la toxina no ocurrid el marchitamiento.

En una atmbésfera saturada de vapor de agua, condicibén bajo la
cual no hubo tramnspiracién, el marchitamiento fue también inducido
(59) por medio de toxinas aisladas del micelio de varios hongos,
demostréndose por lo tanto que el marchitamiento no estaba directa-
mente ligado a la pérdida de agua. Cuando Scheffer y Walker (59)
aplicaron una presién a tallos y peciolo de plantas de tomate enfer
mas y sanas, menos agua fluy$ a través del sistema vascular afecta-
do que del normal,

Actualmente se reconoce que enzimas pécticas extracelulares
producidas por las diferentes especies y formas de Fusarium en un
nfimero grande de plantas hospederas juegan quizé el papel més impor
tante en la produccién del sintoma de marchitamiento. En varios
trabajos se han discutido las caracteristicas de esas enzimas, su
produccién y su efecto sobre el hospedero; como se discutiré a con-
tinuacién. El modo exacto de accién no es el suficientemente claro,
aunque por los argumentos expuostos.si se conoce -8u importancia en
la induccibén de los sintomas tipicos de marchitamiento y amarilla-
miento.

Uno de los primeros en estudiar el efecto de sustancias téxi-
cas de filtrados del cultivo de Fusarium fue Rosen (57), quien obtu

vo.marohitamienté de plantas de algodén con filtrados del cultivo



-13 -

de F, vasinfectum. Este autor concluyéd que el marchitamiento y la

discoloracién interna eran debidos a substancias téxicas producidas
por el hongo, pero no determind su naturaleza quimica.

La teoria del traslado en la corriente circulatoria de toxinas
producidas por el patégeno fue propuesta por G¥umann y colaborado-
res (27) quienes aislaron una toxina especifica, el licomarasmin,
del filtrado del cultivo del hongo F. oxysporum f. lycopersici. El
licomarasmin fue identificado por Wolly (77), como un dipeptido de
la asparagina, M&s tarde Dimond y Waggerer (17) también constata-
ron la presencia de esta sﬁstancia en tomate afectado por F., oxyspo-
rum f, lycopersici y adujeron que era producida por lisis. Page
(53), en sus trabajos con F. oxysporum f. lycopersici, igualmente
aisld el licomarasmin de plantas de tomate afectadas por el patége-
no y lo identificé como un péptido. El también estudié su fisiolo-
gia y probd que era un constituyente de la pared celular del F,
oxysporum. Sin embargo, GHumann (27) 1lo identifig& como un polipép
tido y lo responsabilizb como el principal causante del sintoma en
tomate afectado por F, oxysporum. El mismo autor probdé tambiém que
en el filtrado del hongo sustancias diferentes al licomarasmin ejer
cen efecto complementario. Posteriormente Scheffer (59) y Walker
(72) demostraron que pléntulas de tomate tratadas con el filtrado
exhibian marchitamiento y marronamiento vascular, pero atribuyeron
el efecto a otros factores presentes en el filtrado del cultivo.
Una completa revisién sobre este tépico fue hecha por Gotgskar (30),

Fue Park (54, 55) quien realizé un trabajo més amplio sobre la

caracterizacibn de la substancia tbéxica producida por Fusarium



oxysporum responsable del marchitamiento del tomate. El1 probé la
actividad de sustancias producidas por 22 especies de hongos inclu-
yendo ficomicetes, ascomicetes y hongos imperfectos, de los cuales
19 mostraron un comportamiento similar al del F. oxysporum.

En trabajos similares a los realizados con plantas de tomate
afectadas por F. oxysporum f. lycopersici, Page (51) aisl$ &cido fu

sérico de cultivos de F. oxysporum f., cubense y de rizomas de bana-

no infectados con el mismo hongo. G¥umann (28) también aisld el
mismo &cido, pero sugirid que éste no actuaba solo sobre la planta
hospedera, sino que lo hacia acompafiado de otras toxinas y sustan-
cias.

En trabajos més recientes se encontraron e identificaron cier-
tas enzimas., As{i Winstead (76), analizb el filtrado de varias espe
cies de Fusarium de frijol, algodbn, arvejas y tomate y detectd po-
limetilesterasa (PME) y poligalacturonasa (PG). También observé
que el marronamiento del tejido del hospedero era sintoma frecuente
debido a los organismos que producen marchitez, sin que esté rela-
cionado con la susceptibilidad respectiva del hospedero,

Subsecuentes estudios realizados por Gothoskar (30) revelaron
la presencia de PME activa y PG en cultivos del hongo. Cuando se
trataron vistagos de tomate con soluciones diluidas de PME se repro=-
dujeron los sintomas tipicos de la enfermedad. La conclusibémn de es-
te trabajo fue que enzimas pécticas podrian producir sintomas de la
enfermedad, pero el mecanismo de accién de inducir el marchitamiento
no ha sido finalmente establecido. Waggoner y Dimond (71) obtuvie=-

ron posteriormente igual resultado que Gothoskar o sea que PME y PG
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son produecidas por el hongo F. oxysporum f. lycopersici.

Pierson (56) encontr$ en tomate sintomas semejantes provocados
tanto por el hongo como por pectinasa comercial., A las 36 horas se
observd completo taponamiento y a las 48 horas sintomas de marchita
miento cuando se cultivaba el hongo previamente sobre un medio con
pectina pero no asi sobre un medio solamente con glucosa. La PG es
més activa sobre pectina en la presencia de PME y produce &cido ga-
lacturénico. Estos resultados fueron corroboradoslposteriormentc
por Gothoskar et al.(31).

Algunos progresos se han logrado en la deteccibén de esterasas,
metilesterasas y fosfatasas mediante electroforesis en geles de al-
midén. Asi, en investigaciones recientes, Meyer (49) detecté por
medio de este procedimiento las tres sustancias en filtrados de
ocho formas de F. oxysporum. Estas sustancias pueden jugar un pa-
pel importante en la especificidad del hospedero o en la patogenici
dad., Determinaciones cuantitativas de 1la galactu:onasa fueron he-
chas por Page (52).

Como se menciond anteriormente, son pocas las referencias que
se conocen sobre estudios que traten de explicar los sintomas del
marchitamiento por efectos anaf6micos.

Henrietta y Corden ( ) encontraron deformacibn y distorsién
de vasos en tallos y peciolos de todas las plantas de tomate infec-
tadas con Fusarium. En casos severos las paredes opuestas de los .
vasos se ponian en contacto y de este modo redujeron considerable-
mente &1 lumen de los elementos conductores. Estos vasos deforma-

dos podfian presentarse en varios o en todos los haces vasculares



- 16 -

del tallo. Los vasos deformados no contenian hifas, De este modo
la deformacién era probablemente causada por metabolitos del hongo o
de la planta hospedera en respuesta al ataque fungoso. Esas sustan
cias fueron trasladadas mls alli del patégeno y luego ejercieron
sus efectos sobre el hospedero antes que otros sintomas de la enfer
medad se hicieron evidentes,

Wardlaw (73) también observd deformacibdn de vasos en el proto-
xilema y metaxilema en rafices de plantas de banano infectadas con
F. oxysporum f. cubense. Tal deformacibén fue causada por expansién
y proliferacién de células parenquimlticas circundantes de los va-
sos dafiados. El explicd estos cambios debido a un alto nivel y ma-
yor actividad de las auxinas,

Finalmente, otro sintoma al cual se hace referencia, es la epi
nastia de las hojas., Al respecto Dimond y 'aggonér (18) demostra-
ron que el etileno era el agente responsable, ademés de causar al
mismo tiempo sintomas de la enfermedad en la rafz, Pero el etileno

no es responsable de la defoliacién de las plantas enfermas.

IV, Bases de la resistencia y susceptibilidad

En la resistencia de diferentes hospederos al Fusarium sp. se
citan (9, 74) como respuestas principales la produccién de una ba-
rrera de parénquinﬁa fundamental la cual aisla el tej;do dafiado, la
suberizacibn de paredes celulares y la produccibén de gomas y tili-
des en los vasos., Algunos mecanismos de resistencia operan por
excluir el patbgeno de las raices y a menudo los tejidos corticales

de las rafices imposibilitan las infecciones directas (42). Quizés
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el aspecto de mayor importancia con respecto a la resistencia de
las plantas a infecciones por Fusarium spp. es la produccibén de go-
mas y t{lides., McClure (46) afirmé que la goma formada en las aber
turas de las puntuaciones en la vecindad del patégeno pudo actuar
fisica o quimicamente como una barrera, la cual prevenia la penetra
cibén de hifas o de conidios del hongo desde células adyacentes.

Beckman y Halmos (8, 9) hicieron un ensayo para determinar si
las diferencias en resistencia en banano estaban asociadas con di-
ferencias en la capacidad de los tejidos vasculares para transpor-
tar esporas de Fusarium spp. Encontraron que efectivamente el tras
lado de las esporas dependia de las obstrucciones fisicas en el te-
jido vascular, En trabajos posteriores (10) se insistib en que la
resistencia al marchitamiento provocado por F. oxysporum en diferen
tes hospederos radicé en la répida oclusibdn vascular debida a las
gomas y tilides que se formaron y las cuales impidieron la distribu
cién de las esporas del hongo dentro de plantas resistentes.

Sin embargo, un avance en el estudio del mecanismo de patogeni
| cidad y resistencia de los hospederos al Fusarium son las investiga
ciones de la relaciln entre patogenicidad y enzimas como depolimera
sas, endopoligalacturonasas y celulasas presentes en plantas enfer-
mas, Estos estudios de las enzimas hidroliticas pueden ser espe-
cialmente evaluados para aclarar dos problemas en el mecanismo de
resistencia: el posible papel de la enzima en la penetracibén del
hongo y la formacién de-enzimas después que las rafces se infectan.

Basados en esto se efectuaron trabajos m&s detallados tanto por
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Bateman (6) con R. solani en frijol, como por Edgington y Dimond
(21) con Fusarium en tomate,

En trabajos mls recientes con F. solani f. phaseoli la tenden-
cia ha sido de tratar de correlacionar la presencia de estas enzi=-
mas con la resistencia de la planta. Se demostrd que la mayor o me
nor produccién de enzimas pécticas en la rafz o en el hipocétilo
ayudd al desarrollo intercelular del patégeno dentro del hospedero.

Finalmente, la resistencia y susceptibilidad al Fusarium sp.
han sido asociadas también con el estado nutricional de las plantas
hospederas ya que por medio de aplicaciones de un determinado ele-
mento o fertilizante se reduce la infeccibédn como es explicado por

Littrerell (44) y Jones (39).



MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se efectuaron en el laboratorio e invernadero de
Fitopatologia del Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de

la OEA, en Turrialba, Costa Rica.

I. " Variedades de frijol

Para realizar las pruebas, se seleccionaron diferentes varieda
des de frijol de un grupo de 103 variedades, pertenecientes §~1a co
leccibébn del programa de Cultivos Alimenticios del IICA., Estas se-
lecciones se basaron en los resultados de ensayos de invernadero
realizados por Dongo (19) para determinar la resistencia al hongo.
El criterio de selecciédn empleado fue el siguiente: dentro de las
variedadés tolerantes se escogieron las de me jores caracteristicas
agronémicas; de las susceptibles se emplearon aquellas que presenta
ron sintomas de amarillamiento, marchitez y enanismo en su forma
més caracteri{stica, sin que en ellas hubiera manifestacién de més
de un sintoma a la vez, Los nombres de las variedades y el color

de la testa de la semilla aparecen a continuacién:

Variedades tolerantes Variedades susceptibles

(sin sintomas) Amarilla-
Enanismo Marchitez miento
H=182-N (negro) S=64-P(Pinto) Mejico 17-B(bayo) L45-B(rojo)

32-Sel. antioquia C S-490-B(Bayo) Guateian 6662-N
‘Sangretoro (rojo) (negro)
106-B (Bayo)
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Las pléntulas utilizadas en cada caso provenian de semilla ob-
tenida bajo las mejores condiciones de cultivo y libres de enferme-
dades y plagas, Para mejores resultados y una mayor uniformidad
posterior, se colocaron las semillas seleccionadas y previamente de
sinfectadas con hipoclorito de sodio (clorox) al 10%, en una cémara
hfimeda., Después de la germinacibédn, todas las plantitas con longi-
tud uniforme de més o menos 3 a 4 centimetros se sembraron en mace-
tas de barro con suelo previamente esterilizado con bromuro de meti
lo. Después se dejaron crecer en condiciones normales para ser ino
culadas posteriormente., Por lo general, las plantas se utilizaron
cuando tenian de 8 a 10 dias de edad. En otros casos las plantitas
se mantuvieron en una cémara hfimeda con agua estéril o se cultiva-
ron asepticamente en bolsas de polietileno conteniendo un medio a
base de agar-agua-glucosa, hasta que las plantitas eran suficiente-
mente grandes para servir en los experimentos sobre la penetracién
y estados tempranos de infeccibén. Aunque diferentes métodos se pro
baron, no fue posible encontrar otro medio de cultivo artificial
que el descrito anteriormente, que fuera adecuado tanto para la
planta como para el hongo y que se adaptara a las condiciones en
que los ensayos fueron realizados. Usualmente se utilizaron plan-
tas de tamafio y desarrollo lo més uniformes posibles y de éstas tan
to las plantas a inocular como los controles fueron escogidos al

azar.
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II. El hongo

Las cepas de Fusarium oxysporum Schlecht f, phaseoli Kendrick
y Snyder utilizadas en este estudio fueron similares entre si con
respecto a caracteristicas culturales y patogenicidad. Estas cepas
habfan sido aisladas e identificadas originalmente por Echandi (20)
a partir de plantas de frijol afectado en el campo en Alajuela, Cos
ta Rica y posteriormente probadas por Dongo (19) en ensayos de pato
genicidad en invernadero.

El hongo se mantuvo en cultivo por traspasos sucesivos en un
medio de frijol-glucosa-agar (FGA), preparado seglin indicaciones de
Marthur (45) y la 1ncubaci6n se hizo a la temperatura del ambiente
(21129C en ‘promeédie).

Para las inoculaciones se utilizaron colonias con buena produc
cibén de clamidésporas (Figuras 1 y 2), ya que se encontr$ (19) que
eran més virulentas que los conidios solos. El inéculo se prepard
agregando agua estéril al frasco de cultivo, agiténdolo y pasando
luego la suspensidn a través de una tela de gasa doble. Como resul
tado la suspensién obtenida contenia en mayor proporcién clamidéspo
ras formadas a partir de conidios o de micelio y en menor cantidad
micro y macroconidios (Figuras 3 y 4)., Se procuré que la concentra
cibén de la suspensidn estuviera siempre entre 1,5 a 2,0 millones de
esporas por mililitro de agua.

En la mayoria de los casos se utilizb el método de inoculacidn
propuesto por Wells (75), Consiste en cortar las dos terceras par-

tes de las rafces, lavar la parte remanente en ;awpIQn%h’Cbn“uq
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Figura 1, Micelio del hongo Fusarium oxysporum f. phaseoli con
clamidésporas en diferentes estados de su formacibn.

Figura 2. Micelio del hongo Fusarium oxysporum f. phaseoli con
clamidésporas, Fotomicrografia con dispositivo de
contraste de fases, *
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Figura 3., Suspensién de microconidios del hongo Fusarium oxysporum
f. phaseoli.

Figura 4. Dos macroconidios tipicos y varios microconidios del
hongo Fusarium oxysporum f. phaseoli.
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chorro de agua fuerte y sumergir luego toda la base de la planta en
la suspensién de las esporas del hongo. En pruebas especificas de
penetracién se ensayaron también otros métodos de inoculacibn, no
usados anteriormente en trabajos con este hongo, los cuales se des-
cribirén més adelante.

Para los reaislamientos del hongo las partes afectadas se lava
ron bien primeramente con jabém y luego con agua corriente por espa
cio de 8 a 12 horas., Después de dividirlas en pequefios trozos, se
sumergieron de 1 a 5 minutos en una suspensién de hipoclorito de
calcio al 1%, realizando inmediatamente después las siembras en el
medio papa-dextrosa-agar (PDA) acidificado con &cido l&ctico. La
incubacibn se llevdé a cabo a la temperatura del medio ambiente, con

un promedio de 21,129C (noviembre 1967 a febrero 1968).

III, Estudios anatémicos y morfolbgicos

Se utilizaron diferentes métodos y técnicas para la prepara-
cién del material, siguiendo para este tipo de trabajo delineamien-
tos generales descritos por Johansen (38), Gray (33, 34) y Sass
(58), Adem&s se emplearon técnicas especificas, establecidas para
el hongo y hospedero, segfin trabajos similares realizados por otros

autores (1, 14, 22, 41, 48, 63).

A. Cortes a mano del tejido y separacibn de la epidermis

Para observar la penetracién in vitro, se utilizaron plantitas
de frijol de 3 a 4 centimetros de longitud. Algunas de éstas se hi

rieron en la rafz, otras en el hipocbétilo, o en ambos. A otras se
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les cortaron las rafces parcialmente. Para fines comparativos se
incluyeron para cada tratamiento testigos en forma de pléntulas no
heridas, La inoculacién se hizo mediante suspensibén de esporas,
aplicada en gotas, o coloc&ndoles pequefias partes de la colonia del
hongo sobre agar en diferentes sitios a la rafiz e hipocdtilo. Las
plantas con las rafices cortadas se sumergieron en la suspensidn.
Después todas las pléntulas se mantuvieron en una cémara hfmeda.

A partir de.laa 12 horas hasta 4 dias después, seghn el tipo
de experimento, se procedid a efectuar las observaciones de la pene
tracién., Para tal fin se separaron pedacitos de la epidermis del
tejido inoculado y se hicieron cortes transversales a mano con la
ayuda de una navaja, Para tefiir el tejido se utilizaron diferentes
colorantes y mezclas de ellos, siguiendo métodos descritos por dife
rentes autores: 1) Fucsina &cida al 1¥ en agua o en alcohol del 70%
(14, 26); 2) Fucsina &cida en &cido léctico al 1% (14); 3) Verde
brillante-floxina al 1 y 3% respectivamente, en alcohol etflico del
95% (47); 4) Floxina-verde rfpido en aceite de clavos (70); S) Sa-
franina-azul de anilina, solucidén acuosa al 1 y 2% respectivamente
(62); 6) Fucsina bhsica=-fcido ténico, solucién acuosa al 1% para el
primero y al 10% para el segundo (62).

Después de la tincibn los cortes de tejido se colocaron sobre
un portaobjeto y se sellaron bien con lactofenol o bélsamo del Cana

d& al poner el cubreobjetos.

B, Cortes de material congelado

Para facilitar los trabajos anatémicos y poder observar un
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mayor nfimero de muestras se utilizd esta clase de cortes en prepara
"ciones semipermanentes para el estudio de: a) Penetracidn y prime-
ros estados de infeccién en material inoculado, como se describid
en el punto anterior; b) Procesos avanzados de infeccién, bien en
plantitas mantenidas in vitro o creciendo en macetas con suelo e
inoculadas por el método descrito; ¢) Obstruccidn de vasos en plan-
.tas creciendo en suelo, desde 48 horas después de la inoculacibn
hasta el estado m&s avanzado de los sintomas; d) Avance de los sin-
tomas internos a través de toda la planta (rafiz hasta pecfolo).
Para facilitar el estudio del avance de los sintomas internos,
después de la seleccidn de la muestra se cortaron trozos pequefios
de las partes que se querian observar, Sin tratamiento previo de
fijacibn, se colocaron los trozos en solucién acuosa de goma arébi-
ca en un micrbtomo de congelacibn con 002, de la American Optical
Company. Una vez congeladas, se seccionaron longitudinal o trans-
versalmente y & un grosor variable segfin la consistencia del tejido
muestras de: raicillas y pecfolos 50 ,; raices secundarias 35 a
40 3 tallos tiernos 35 u; hipocbtilos 25 u y rafz principal de 20
a 25 po Una vez obtenida la cantidad conveniente de cortes, estos
se depositaron en vidrios de reloj con agua. Luego se pasaron al
colorante para su tincidn para la cual se emplearon los colorantes
y sistemas ya mencionados. En otros casos la tincidén fue previa al
corte para reducir el dafio al tejido, us&ndose con tal fin fucsina
&cida o floxina-verde répido. Una vez tefiidos los cortes, se colo-
caron en un portaobjeto en el medio de inmersién adecuado, como gli

cerina, antes de poner el cubreobjetos,
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C. Preparaciénes permanentes

Se hicieron montajes permanentes de todo el material que
se estudid para una observacién més minuciosa y detallada del proce
8o de penetracién del hongo, primeros estados de infeccidn, desarro
1lo de hongo dentro del tejido, efecto de la infeccidn sobre la ana
tomia de las plantas, etc,

Cada parte seleccionada, representativa del proceso o estado
que se queria estudiar, se fracciond en partes m&s pequefias para fa
cilitar la preparacibén de toda la zona que se queria observar.

En esta clase de preparaciones se combinaron los métodos des-
critos por varios autores (33, 34, 38, 58). Para matar y fijar el
tejido se usaron como soluciones: a) Craf I (&cido crémico-&cido
acético-formalina) para raicillas y rafces recién emergidas; b)
Craf III para rafices secundarias, peciolos, hipocétilos y tallos
tiernos; c) FAA (formalina-&cido acético-alcohol etilico) para rai-
ces principales, hipocbtilos y tallos bien desarroliadoa. La pene-
tracibén de las sustancias para fijar en las muestras se facilitd
por medio de la extraccidn del aire del tejido. Después de una fi-
jacién de 24 a 48 horas, se procedid a deshidratar mediante una se-
rie de ocho soluciones de concentracidn ascendente de butanol ter-
ciario con etanol y agua, con proporciones desde 10-50-40 a 100-
0-0, Para infiltrar se usé primeramente una parafina de punto de

fusién de 562C y luego "Paraplast"*., El material infiltrado se

¢ Marca depositada de la casa Fisher Cientific para una parafina
me jorada.
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montd en bloques de madera y se cortd en un micrdtomo rotative, BEl
grosor de los cortes vario segfin la clase de material y fue de 10
a 20 yo

Los cortes se fijaron al portaobjetoswcon el adhesivo de Mayer*
Y se dejaron secar en una estufa a 402C por 72 horas. Una vez endu
recidas las placas, se procedid a la tincibén con safranina en solu-
cidn acuosa al 1%, contrastada con verde répido en alcohol etilico
del 95%., También se usd el verde répido en solucién al 1% en una
mezcla de dos partes de etanol de 95% y una parte de aceite de cla-
vos, enjuagando luego las placas en este mismo aceite. Finalmente
se sellaron las preparaciones con resina sintética disuelta en
xilol y cubreobjetos,

De cada muestra se hicieron 10 preparaciones de cortes diferen

tes, con no menos de 6 cortes en cada placa.

D, Estudio de la corriente circulatoria

Con el fin de observar las reacciones vasculares de plan-
tas enfermas, se escogieron plantas de las 8 variedades en diferen-
tes estados de manifestacidn de los sintomas de la enfermedad, Se
efectuaron bajo agua cortes del extremo de la rafiz o de la base del
tallo, Asf preparadas las plantas, se colocaron en soluciones de
eosina o de azul de metileno al 1¥., Se dejaron en condiciones favo

rables a la transpiraciédn hasta que el colorante hubiera penetrado

* Albumin Fixative Mayer de Chemical Harleco Products.
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hasta las hojas, Después se subdividid el material en trocitos los
cuales se sumergieron por un minuto en solucién de &cido nitrico al
15%. Luego se lavaron en agua corriente por 10 minutos y se deja-
ron dentro de agua por 12 horas. Después de este tratamiento se pu
do facilmente separar la epidermis y corteza, permitiendo asfi la ob
servacién del xilema tefiido y la evaluacibdn del dafio en éste, Tam-
bién se determind el transporte de los colorantes en el sistema vas
cular por observaciones microscé4picas de material fresco, cortado
con el micrbtomo de congelacibn. Para esto se hicieron cortes
transversales de diferentes zonas de la raiz, tallo y pecfolo procu
rando Que ellos no fueran sucesivos. En total se estudiaron siem-
pre 10 cortes diferentes de una misma regidén. En cada corte se se-
lecciond al azar un determinado sector del tejido vascular, Las odb
servaciones consistieron en contar el nfimero total de vasos y el
nfimero de los vasos obstruidos, para as{ obtener el porcentaje de

obstruccidn,



RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio se presentan a conti-

nuacidn, segfin los diferentes aspectos investigados.,

I, Penetracién del hongo

A. Pruebas in vitro

Se estudid la penetracidn del hongo en pléntulas cultivadas
in vitro de todas las ocho variedades de frijol. Después de la ino
culacidén, las esporas del hongo emitieron de 1 a 2 tubos germinati-
vos sobre la epidermis de la rafz o hipocétilo en un periodo de 12
a 24 horas. A continuacidn de la germinacién de las esporas, hubo
desarrollo de hifas en todas las direcciones, transversal y oblicua
mente., Se notd una marcada diferencia con respecto a longitud, can
tidad y desarrollo de las hifas entre inoculacidn de superficies he
ridas e intactas, En las heridas las hifas se compactaron un poco
y se observd penetracibn de la epidermis sin previa formacila de es
troma ni de ninguna otra estructura, Tampoco hubo ninguna respues-
" ta de defensa por parte del hospedero, como formacién o transforma-
cién de algfn tejido. La formacibén de hifas y la penetracidn ocu-
rrieron entre las 24 y 36 horas posteriores a la inoculacibn, sin
diferencia entre las plantas de variedades tolerantes y suscepti-
bles, A pesar de que gran cantidad de hifas crecieron por encima
de los estomas del hipocétilo, no se observd penetracién a través
de ellos.

Para comprobar si ocurria penetracién por la radfcula, zona
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pilifera y raicillas muy tiernas, se inocularon estos Srganos en
pléntulas provenientes de semillas de las variedades: H-182:N, 4s5-B,
Guateian 6662 y S-64-P en diferentes estados de desarrollo de la
raiz principal. Para la inoculacibén se colocaron gotas de la suspen
8ibn de esporas o pequefias partes de la colonia del hongo sobre agar
-en los sitios respectivos, tanto en tejido herido como sin herir,
Las plantas inoculadas se dejaron 48 horas en cémara hfimeda y luego
parte de ellas se sembrd en macetas con suelo para observar la apari
cibén de sintomas mientras que con la otra parte se hicieron pruebas
de reaislamiento del hongo.

Los resultados fueron los siguientes: cuando se hicieron siem-
bras de tejido de las pléntulas en medio de cultivo no se reaisld el
hongo en ninguno de los casos, Las plantitas que se sembraron en
suelo no presentaron sintomas y se desarrollaron normalmente a pesar
~de que cuando las raicillas se hirieron habia ligera necrosis a las
48 horas. En muchos casos las heridas estimularon la salida de nue-
vas raices y cuando laa'plintulas se desenterraron, no se observd

ninguna anormalidad patolégica en la raisz,

Bo En pléntulas creciendo en suelo

Con el fin de observar en condiciones més naturales la for-
ma y el sitio por donde ocurre la penetracibédn del hongo, se ensaya-
ron, ademfs del método usual de inoculacién ya descrito, otros 8 mé-
todos, Como se aprecia en el Cuadro 1, estas formas especiales de
inoculacién abarcaron tanto ,los distintos tipos de rafces como el

hipocétilo, Consistieron en sumersidén de las raices en solucién de
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esporas o aplicacidn de cultivo del hongo en los mismos Srganos sa-
nos, Ademés se infringieron heridas en las raices por doblamiento
y puncibn con aguja; pero en el hipocdtilo se limité la herida a la
puncién.

También pueden verse en el Cuadro 1 las relaciones entre pene-
tracibén y porcentaje de infeccibn. Este iltimo se determindé cuando
las plantas presentaron sintomas ti{picos de la enfermedad, o sea
después de unos 15 dias, Para este ensayo se utilizaron dos mace-
tas con tres plantas cada una por cada variedad,

Los resultados del Cuadro 1, indican que el hongo no penetra
directamente en la raiz, ni por los estomas del hipocbdtilo sino qn;
requiere de heridas profundas para ello. Tal requerimiento lo de-
mostraron claramente las diferencias obtenidas en los porcentajes
de plantas con sintomas., Asi entre las plantas de variedades
susceptibles hubo un 100% de penetracidn y exhibicién de sintomas
de infeccibén al inocular raices con heridas, Sin embargo, al apli-
car los mismos tratamientos pero en los Srganos sanos, no aparecie-
ron sintomas,

Los porcentajes m&s bajos de infecciédn (18 y 12%) los mostra-
ron las variedades Méjico 17-B y 45-B al inocular el hipocbtilo o
punzando las rafces laterales con heridas, respectivamente.

Las plantas de las variedades tolerantes en ningfin caso exhi-
bieron sintomas aunque hubo penetracibdn con algunas formas de ino-

culacibn,
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II, Distribucién del hongo en la planta y desarrollo de la
infeccibn

La penetracibén del hongo en la planta hospedera se comprobd
por medio de reaislamientos de éste de plantas con sintomas, Tales
reaislamientos se hicieron de la rafz, hipocbdtilo y diferentes altu
ras del tallo y del peciolo de plantas de variedades tolerantes y
susceptibles a partir de las 48 horas de la inoculacién hasta 15
dfas después, cuando ya se presentaban los sintomas tipicos de la
enfermedad,

Fue posible observar que antes de 5 dias después de la inocula
cién era imposible reaislar el hongo de las raices, cuello de raiz
e hipocétilo, En el Cuadro 2 se presentan los datos de reaislamien
tos para plantas con sintomas tipicos de la enfermedad, cuando ya
habian pasado m&s de 15 dias,

Como puede observarse, el porcentaje de reaislamientos en la
variedad tolerante era ya muy bajo en el hipocédtilo (8%) y no era
posible aislar el hongo del véstago. En las variedades suscepti-
bles, sin embargo, fue posible obtener pruopas de la presencia del
hongo hasta en el epicétilo, sin que el patdgeno llegara hasta la
primera hoja.

| Mediante observaciones de material en preparaciones semi-perma
nen'tes y fijas de secciones longitudinales y transversales, se cons
tatd la presencia de micelio creciendo a lo largo del tejido vascu-

lar e hipocbétilo, tanto en plantas tolerantes como susceptibles,
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Cuadro 2. Porcentajes de reaislamientos de Fusarium oxysporum f.
phaseoli de diferentes partes de plantas de frijol (va-
riedades tolerantes y susceptibles al hongo) presentan~
do sintomas caracteristicos de "Fusariosis". Los datos
se tomaron 15 dfas después de la inoculacibn.

Variedad tolerante Variedades susceptibles

Parte de la planta 32 Sel, antioquia Guateian 45-B  S-490-B

C sangretoro 6662

Rafz principal 80 96 89 86
Raicillas 0 12 18 6
Cuello de la rais 50 94 87 87
Hipocétilo 8 86 92 82
Parte baja del ta-

1lo (epicétilo) 0 12 6 °
Nudo correspondiente

a las primeras hojas ° ° ° °
Pecfolo de hoja o 0 0 0

con sintomas

En general fue dificil reconocer la presencia del micelio den-
tro del tejido del hospedero por deficiencias en la tincibn selecti
va lo que resultd en falta de contraste entre el micelio del hongo
y el tejido de la planta., Asi era preciso hacer observaciones muy
minuciosas, las cuales efectivamente revelaron que el hongo estaba
confinado a los elementos del xilema, Se observaron hifas bien de-
sarrolladas, creciendo sin interrupcibén por distancias relativamen-

te grandes dentro de los vasos del xilema, principalmente traqueas,
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Ademfs se observaron microconidios dentro de los mismos vasos, los
que aparecian completamente normales en su estructura. Esto se pPue
de apreciar muy bien en las Figuras 5 y 6 en las cuales se distin-
guen claramente las hifas creciendo en el interior de los vasos.
Puede notarse en la Figura 5 que a veces el micelio del hongo pene-
tra por las punteaduras del vaso a las células adyacentes, fendmeno
que ocurre en estado avanzado de la infeccidn.

En raicillas laterales se pudo notar bien que el meristema api
cal no es invadido; pero la invasibén del hongo puede iniciarse tan
pronto como empieza el tejido vascular a diferenciarse (Figura 9,
Po k2,

El desarrollo de la infeccidn ocurre répidamente, ya que poco
después de la penetracibén se empieza a observar invasibén del siste-
ma vascular y hay ligero amarillamiento dentro de los vasos y poste
riormente;, con el avance del hongo, marronamiento y taponamiento de
éstos, En un mismo haz pueden verse a la vez vasos taponados y va-
sos ocupados por el micelio (Figura 6), pero sin que éste se compac
te y obstruya por completo el vaso. Con el avance de la infeccién
a lo largo de la planta los elementos traqueales se deterioran com-
pletamente y llegan a inutilizerse. El resto de los tejidos del
hospedero aparece completamente sano. En el transcurso de una in-
feccibédn fuerte las paredes de los vasos terminan necrosé&ndose,

Cuando la infeccibn es incipiente, se observa el marronamien-
to en el sistema vascular, pero no se llega a aislar el hongo de
dichas partes en la mayorfia de los casos. Posteriormente si puede

aislarse en la rafz e hipocbtilo y las partes més bajas del talloe
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Figura 5. Corte longitudinal de una trdquea de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) mostrando en su interior hifas del hongo
Fusarium oxysporum f. phaseoli. Se ha indicado una cé
lula adyacente penetrada por el hongo.

Figura 6, Corte transversal de una triquea de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) en cuyo interior se aprecia desarrollo
del hongo Fusarium oxysporum f. phaseoli., Se ha marca
do una traqueida obstruida por gomas.
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finicamente, a pesar de que la discoloracién puede avanzar hasta los
peciolos de las primeras hojas.

Las plantas tolerantes mostraron m&s o menos el mismo grado de
infeccién que las susceptibles con respecto a la extensidén del patd
geno en sus tejidos vasculares., No se encontraron cambios anatbémi-
cos como formacibn de tilides, que permitieran una distincién entre
los dos grupos de plantas. La diferencia del comportamiento de las
plantas susceptibles y tolerantes radicd principalmente en la inten
sidad de la manifestacién de los sintomas secundarios internos ta-

les como discoloramiento, marronamiento y obstruccidn vascular,

III. Anatomia de plantas enfermas

Se efectuaron observaciones detalladas de la anatomia de la
rafz, hipocétilo, tallo, pecfiolo y hojas de plantas tolerantes y

susceptibles afectadas por el Fusarium oxysporum f, phaseoli en com

paracidén con plantas sanas de las mismas variedades. Se observd
que el hongo no indujo hipertrofias o deformaciones de las células
o tejidos., Al igual que en la penetracibdn, no hubo formacién de ba
rreras estructurales por parte de las plantas tolerantes que puedan
prevenir o impedir el avance del hongo dentro del tejido. En forma
similar se comportaron las plantas con diferente grado de suscepti-
.bilidad,

Uno de los sintomas m&s tipicos de las plantas afectadas por
‘el F, oxysporum f. phaseoli es el marronamiento del sistema vascu-

lar que ocurre en mayor o menor extensidn segfin la susceptibilidad
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de la variedad al patbgeno. Las paredes de los vasos invadidos se
tornan amarillo-marrén y con frecuencia se tifien fuertemente con sa
franina debido a la presencia de polisachridos., Cortes de material
fresco sin tefiir, provenientes de plantas muy afectadas, mostraban
el sistema vascular de un color pardo o marrén-oscuro, dando la apa
riencia de una estria marrén en medio de los demés tejidos blancos.
Esta discoloracibén es menos pronunciada mientras mayor sea la dis-
tancia del punto de penetracidn del hongo. Con respecto a este sin
toma, si hubo diferencia marcad;;ontre las plantas de variedades to
lerantes y susceptibles, de acuerdo al tipo de sintoma externo pre-
sentado. En las que se marchitan la discoloracién fue intenso y al
canzbd la altura del pecfiolo de las mismas hojas, Menor intensidad
se observd en las que presentan amarillamiento, llegando el marrona
miento a la parte basal del tallo, Habfia poca discoloracién en las
que mostraban enanismo, llegando ésta también al tallo (epicédtile).
En cuanto a las tolerantes el marrénamionto no avanzd mucho més
allé del dafio local o sea de la zona de la penetracibn del hongo'en
la planta, As{ este sintoma se observdé principalmente en las rai-
ces, llegando en caso de infecciones del hipocbdtilo a lo sumo hasta
la parte baja del tallo, o sea el epicbdtilo.

Simulténeamente con el sintoma de marronamiento se presenta ta
ponamiento a los vasos de xilema por deposicibén de material, casi
siempre en forma de masas esféricas, Estas deposiciones tienen un
color amarillo o pardo en natérial fresco, sin tefiir, pero teflidas
con safrina son de color rojo intenso., En cortes longitudinales se

ve que este material gomoso llen; los vasos por distancias conside-
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rables; estas sustancias pueden ocurrir también en el parénquima y
en fibras adyacentes a los vasos afectados., En estados avanzados
hay compactacién de estas gomas lo cual puede observarse en las Fi-
guras 7 y 8.

De acuerdo a las descripciones dadas por diferentes autores
(13, 23, 24, 65), la forma de la deposicibn, tipo de tincién y la
falta de nficleos en dicho material indican claramente que no se tra
ta de verdaderos tilide%'sino de un gel o material gomoso.

Las hifas del hongo se encuentran en los vasos pero no se oOb-
serva que ocurre obstruccibén de dichos vasos por masas grandes de
micelio,

Con respecto a la intensidad del taponamiento y avance de &ste
en la red vascular, si hubo diferencias bien marcadas entre las
plantas de las variedades tolerantes y susceptibles, tal como se
aprecia en las Figuras 9 a 12,

La variedad de frijol muy susceptible (Méjico 173B) muestra
inactivacién por depbsito de gomas en un gran nfinero de vasos (Figu
ra 9), tanto trdqueas como traqueidas., Como se aprecia quedan ape-
nas pocos vasos que todavia sirven para la conduccidén de la savia
bruta, Las plantas que muestran sintomas en forma de amarillamien-
to de las hojas inferiores (Figura 10) también tienen un nfinero ele
vado de vasos taponados en las raices jévenes, Sin embargo, hay
apenas pocos vasos, especialmente tréqueas, obstruidos por gomas,

en las plantas que exhiben enanismo (Figura 11) y en las tolerantes

(Figura 12).
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Figura 7. Corte longitudinal del xilema de un haz vascular del
tallo de una planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
susceptible al ataque de Fusarium oxysporum f.

phaseoli. Puede notarse el depbésito de gomas en va=-
rias traqueas y traqueidas,

Figura 8., Corte transversal del mismo tallo como en Figura 7. La

apariencia negra de los vasos se debe al taponamiento
por gomas.,



Figura 9.
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Dibujo esquemético de un corte transversal de una raiz
joven con ramificacidn de frijol (Phaseolus vulgaris
L.), variedad Méjico 17-B, que muestra marchitamiento
debido a la infeccidn por el hongo Fusarium oxysporum
f. phaseoli. Los vasos inactivados por el hongo estén
sombreados,
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Figura 11, Dibujo esquemético de un corte transversal de una raiz
joven de frijol (Phaseolus vulgaris L.), variedad
106-B, que muestra enanismo debido a la infeccibn con
Fusarium oxysporum f. phaseoli. Los vasos inactivados
por el hongo est&n sombreados.
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Figura 12, Dibujo esquemltico de un corte transversal de una raiz
joven de frijol (Phaseolus vulgaris L.), variedad tole
rante H-182-N, infectada con Fusarium oxysporum f.
phaseoli. Los vasos inactivados por el hongo estén
sombreados.
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La cantidad de material depositado disminuye en todas las plan
tas con la altura en el tallo y estf correlacionada con la intensi-
dad del marronamiento, Asi en las plantas con marchitamiento puede
llegar hasta los peciolos de las primeras hojas en las de amarilla-

miento y enanismo hasta el epicétilo.
IV, Estudio de la corriente circulatoria

Tanto en plantas tolerantes como susceptibles, hasta 8 dias
deﬁpﬁéa de la inoculacibn, cuando afin no se habian presentado sintp
mas externos de la enfermedad, no hubo diferencia significativa en
el transporte de colorantes a través de la red vascular, Tanto la
eosina como el azul de anilina se difundieron casi con la misma ve-
locidad y no fue muy notoria la diferencia en tonalidad de 103,'3-
sos del xilema,

Cuando las plantas presentaban ya sintomas tipicos de la enfer
medad, s{ se observaron diferencias en el tiempo requerido para que
los colorantes fueran transportados sobre la raiz hasta las hojas
como se aprecia en el Cuadro 3,

Cuadro 3. Tiempo (en minutos) de recorrido para que el colorante
llegue de la raiz a las hojas basales en plantas de fri-
jol (variedades tolerantes y susceptibles) afectadas por

F. oxysporum f. phaseoli y presentando sintomas caracte-
risticas de la "Fusariosis".

Variedad tolerante Variedades susceptibles
H-182-N Mé jico 17-B 45-B 106-B
Eosina ' 20 120 60 a 90 50 a 60

Azul de anilina 15 90 60 30 a 50




- 47 -

De cada planta se hicieron mfiltiples cortes a partir del extre
mo de la raiz a través del hipocbdtilo, tallo y peciolos, Mediante
la observacibén microscdpica se constatd que muchos vasos no condu-
cian el colorante y que los pecfolos de las hojas completamente mar
chitas estaban libres de los colorantes, Esto se debid a la obstruc
cién en las partes mfs bajas, o sea hipocétilo y comienzos del ta-
1llo. /

Para determinar si era taponamiento o decrecimiento en la trans
piracibén se hizo el examen microscdpico, el cual mostrd taponamiento
en correlacidn directa con la severidad de la enfermedad, Esto se
puede observar claramente en el Cuadro 4 donde aparecen los porcenta
jes de vasos inutilizados en las diferentes partes de plantas de va-
riedades tolerantes y susceptibles a las "Fusariosis". Como puede
notarse, en algunos casos hubo grandes diferencias en los porcenta-
jes de vasos inutilizados en los diferentes cortes dentro de cada
parte de la planta, Pero en todos los casos el porcentaje promedio
fue casi igual para raiz, epicStilo, tallo y peciolo. La pequefia
diferencia encontrada por pléntulas se debe a que no todos los va=-

sos de los haces conductores que salen de la raiz se extienden hasta

el peciolo.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten aclarar las relaciones parf
sito-hospedero en tres de sus fases: 1) Penetracién; 2) Desarrolle
interno del patégeno en el tejido vascular en el transcurso de la
enfermedad; 3) Dilucidar, por lo menos en parte las causas de los
sintomas en las plantas y su implicacibn en la tolerancia al patb-
geno.

Los estudios de penetracibén del hongo demuestran claramente,
que no hay penetracién directa del susceptivo, sino que el patége-
no requiere de heridas profundas que expongan el tejido vascular;
pr?eba de ello fueron los resultados obtenidos con la técnica de
1n;culacibn con corte de las rafices. En esta forma, el hongo que-
da en contacto directo con los elementos del xilema, en el cual
luego tiene un répido desarrollo tal como ocurre también con Fusa-
rium oxysporum f, cubense en banano (60), Lesiones superficialea
y abertnfaSjnatnrales del tejido no son importantes en el proceso
de penetracibn., Por lo tanto ios estomas del hipocbtile no son la
via de entrada regular del.pat6geno, como ocurre con otros parfsi-
tos radicales del frijol (14, 15, 16), Esto quedd perfectamente
comprobado al inocular el hipocétilo con la colocacibén de cultivo
del hongo sobre tejido sano. Tampoco hay penetracidn del hongo
por la radicula, raicillas y zona pilifera, Parece que cuando las
pléntulas de frijol son muy jbvenes, o sea se encuentran en su pri

mera faa? de desarrollo, hay poca probabilidad de una infeccibn,

la cual se hace més frecuente con el avance en edad. Al respecto. .
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Taylor y Parquinson (66) encontraron que el F, oxysporum en frijol
es mfs abundante en las rafces de plantas en pleno desarrollo, pe-
ro a mayor edad de la planta hay menos probabilidades de recuperar
el hongo, cuando se hacen aislamientos,

Al igual que Rhizoctonia solani y Fusarium solani, el F, oxys-

porum f, phaseoli no estf limitado a un patrén definido de penetra-
cién e invasibn pues no hay formacidn de apresorios, haustorios ni
de ninguna otra estructura especifica similar pero a diferencia de
ellos no puede establecerse si todas las infecciones se originan en
la rafz o en el hipocdtilo y si la raiz es m&s o menos susceptible
que el hipocbdtilo a 1la ponetraoi6n° Circunstancias, tales como la
distribucién accidental de heridas que lleguen hasta el tejido vas-
cular, contribuyen a la penetracién y por lo tanto no hay posibili-
dad de diferenciar susceptibilidad de rafices de susceptibilidad del
hipoocbtile en el caso de Fusarium oxysporum f. phaseoli, como lo su
giere Christou (15, 16) para F, solani f. phaseoli y para Rhizocto-

La situacidn anterior con respecto al tipo de lesibn que nece-
sita el hongo para entrar en el hospedero aclara tal vez su denomi-
nacidn como "par&sito de heridas" (60) la que es universalmente
aplicable si se considera el tipo de herida requerido para la pene=-
tracién del hongo en la planta hospedera,

No puede descartarse la posibilidad de que se produsca un es-
timulo por parte de la superficie herida para el desarrollo del hon
go previo a la penetracibn, como se ha observado con F. oxysporum

f., cubense en banano, En este caso se le atribuye el efecto a la
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glutamina que se forma en las superficies de raices heridas (60),
En la germinaciln de las clamidésporas de F. solani f. phaseoli se
ha comprobado (67) un efecto positivo de productos de descomposi-
cién de residuos de la cosecha,

Los resultados obtenidos respecto a la localizacibén del hongo
en la planta evidentemente indican que F. oxysporum f. phaseoli
causante de la "Fusariosis" del frijol en Costa Rica, es en primer
lugar un parésito vascular. Quedd claramente demostrado que el
hongo una vez dentro de la planta, se confina al xilema hasta un
estado avanzado de la enfermedad. Luego puede pasar a células ad-
yacentes a los vasos., Dentro de los elementos del xilema, el mice
lio y los conidios tienen cierta movilidad, Pero el abundante de-
sarrollo de hifas en comparacifn con el nfimero de conidios hace
pensar que el micelio es més importante en el avance de la enferme
dad. Esto significa que a los conidios no se les puede atribuir
tanta 1nportancia en este caso oono:ancede con F, oxysporum f, cu-
bense, el cual se distribuye en la planta mediante los microconi-
dies (68).

Se sabe que diferentes especies de Fusarium y formas de F,
oxysporum pueden extenderse hasta los peciolos de las hojas, Asi
lo informan Harter (35) para el F. oxysporum del frijol y Scheffer
(59) para el F, oxysporum de tomate. Pero en el presente estudio
no fue asi, pues el micelio ;staba localizado en la rais, hipocét&
lo y en la parte baja del tallo (epicbdtilo), como ya lo habia ob-
servado Dongo (19). Esto permite afirmar, por lo tanto, que la

discoloracidn y el taponamiento no necesariamente aparecen en las
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partes del tejido invadidas por el micelio del hongo, sino se de-
ben a productos de su metabolismo patolégico y la influencia se
extiende por traslado hasta partes del hospedero més avansadas don
de no llegan micelio y conidios,

Aunque no se comprob$ quimicamente el porque de la presencia
de discoloramiento o marronamiento vascular en el avance del paté-
geno, se cree que ademfis de sub-productos téxicos del hongo hay
una posible accibn ensimbitica del parésito sobre los elementos del
xilema del hospedero tal como se ha sugeride para otras formas de
F, oxysporum (37, 46)., Las toxinas son llevadas en la corriente
vascular, tal cemo se postuld desde hace mucho tiempo (57) y se ha
venido discutiende hasta fecha reciente (19).

Si se presume que eses productes téxices estimulan la forma-
cibn de las sustancias gomesas que causan el tapenamiente, habria
a mayor desarrollo del honge una mayor concentracibn de gemas y
por supuesto mayer eantidad de este material en los vases, Aunque
este concepto es aplicable para una sola planta, no existe uma co-
rrelacibn directa para plantas de diferentes variedades, As{ en
plantas tolerantes, a igual nivel de infeccibn, el tapomamiento
?or gomas es muche menor que en las susceptibles, La mayer concen
tracibn de las gomas en la rafiz y en la parte baja del talle cen
su disminucién a mayor altura en la planta, se pedria explicar por
el hecho de que el estimulo es llevade hacia arriba en la corrien-
te circulatoria, Asi su coencentracidn decrecerd por difusibn a va
sos adyacentes on el tramscurso de su trasladeo,

Los sintomas externos se desarrollan después de los intermos,
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o sea que estos filtimos son primarios en la raiz y secundarios en
la parte superior. En el establecimiento de la correlacién de sin
tomas internos y externos de la enfermedad, no se encontr$§ una aso
ciacién de los sintomas externos con los cambios anatbémicos debi-
dos a la infeccién fungosa, al estudiar variedades de diferente
grado de tolerancia o susceptibilidad, Peri s{ hubo diferencia en
la intensidad de la reaccidn citoplasmética del hospedero lo que
se manifestd§ en el marronamiento y taponamiento vascular., Su ex-
presifn tomd la siguiente forma: hay enanismo cuando todos los cam
bios vasculares son leves; el amarillamiento estf generalmente aso
ciado con moderadas alteraciones vasculares y marchitamiento con
severos cambios en el tejido conductor. Cuando el porcentaje de
taponamiento se limita a un 23 o 27%¥, no alcanza a ser lo suficien
temente severo como para perturbar la fisiologfa normal de la plan
ta, Se notaron efectos solamente cuando el nfimero de vasos inuti-
lizados era de m&s del 40%¥, La inutilizacién puede alcanzar un
80%, pero entonces hay méxima severidad del sintoma manifestado en
forma de marchitamiento del véstago y muerte répida., Al respecto
se conoce solamente el reporte de Gottlieb (32) sobre la estimacibén
del porcentaje de vasos taponados en plantas de tomate afectadas
por F, bulvigenum var. lycopersici. Este autor encontrd en la raiz
y parte baja del tallo de plantas marchitas un 50% de los vasos
obstruidos. En otros casos (76) el taponamiento se ha estimado sim
plemente como intenso, medio o bajo.

La medicién de los efectos de las oclusiones sobre el flujo de

agua a través de la planta, no es suficiente para explicar completg
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mente el sindrome de la enfermedad. Probablemente esté&n implica-
dos otros procesos fisiolbégicos, tales como transtornos del metabo
lismo de auxinas, lo que ayuda en provocar el enanismo, inhibicién
de la formacidn de clorofila, epinastia, etc.

En relacidn con los aspectos de posibles causas de tolerancia
Yy susceptibilidad de las variedades de frijol al F. oxysporum f.

haseoli, pueden puntualizarse ciertos hechos y hacerse algunas su
gerencias para explicarlos, si no hay evidencia de que la toleran-
cia esté conectada con ninguna alteraéibn de la estructura anatémi
ca o morfolégica como respuesta de la planta hospedera al hongo.
El hongo crece tanto en los vasos de las plantas tolerantes como
en los de las susceptibles, con produccibdn de discoloracibén o ma-
rronamiento en ambos casos y la consecuente oclusidn vascular. Pa
rece, sin embargo, que a pesar de la similar apariencia morfolégi-
ca del micelio éste no puede extenderse tanto en las variedades to
lerantes como en las susceptibies.

En otras plantas la resistencia depende de la rdpida forma-
cién de geles, gomas o t{lides, los cuales atrapan las esporas y
el micelio, impidiendo su transporte en la planta (8, 9). Esta po
sibilidad de resistencia, sin embargo, hay que descartarla en el
caso de tolerancia de plantas de frijol a F, oxysporum f. phaseoli.
Por lo tanto, se puede sugerir que la tolerancia est& asociada o
depende mé&s bien de la compleja naturaleza fisioldgica del cito-
plasma del hospedero. Su expresidn puede manifestarse como inhibi

cién bioquimica del desarrollo del hongo dentro del hospedero o
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neutralizacién de toxinas, bases de resistencia que han sido pro-
puestas por Beckman (9) para el caso de enfermedades del tipo de
la "Fusariosis",

Observaciones adicionales indican que hay cierta relacibn en-
tre las buenas caracteristicas agronbmicas de la planta de frijol
tales como precocidad, mayor lignificacibén del tejido, resistencia
a la sequia, buen desarrollo de raices secundarias y la tolerancia
presentada al hongo. Similares observaciones hizo ya Baggett (4)

en estudios de resistencia de frijol a F. solani.



CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la presente investigacibn se

puede concluir:

1.

2.

3o

b,

S5e

6.

7.

La penetracién del Fusarium oxysporum Schlech f, phaseoli Ken
drick y Snyder a plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
ocurre por la rafz e hipocétilo, pero requiere de heridas pro
fundas que expongan el tejido vascular,

El hongo F. oxysporum f, phaseoli, es un parésito vascular
del frijol y en su desarrollo est& confinado a los vasos del
xilema,

La estructura anatémica de la planta hospedera no es afectada
por la invasifn del hongo,

No hay diferencias anatémicas entre variedades tolerantes y
susceptibles al hongo, lo cual sugiere que la tolerancia pue-
de atribuirse més bien a factores fisiolégicos.

No hay formacibn de tilides como respuesta de lavplanta al
ataque del hongo, El taponamiento ocurre por deposicibén de
geles o gomas en el interior de los vasos,

El dafio producido en el interior del sistema vascular va més
allid de lo que se extiende el micelio.

Hay correlacibén extricta entre sintomas vasculares y foliares:
entre mds marcado el sintoma interno, es mls dréstico el sinto
ma externo, Esto significa que a mayor marronamiento, deposi-
cibén y extensibn de la sustancia que causa el taponamiento de

los vasos de las plantas, es mayor la susceptibilidad de éstas.
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8. Para el frijol no hay correlacién directa entre formacidn de
sustancias gomosas y resistencia al ataque. Al contrario,
con mayor deposicidn de gomas hay mayor intensidad de sinto-
mas debido a deficiencias en el movimiento de la savia bruta,

9. Las plantas tolerantes investigadas presentan caracteristicas
agrondmicas deseables, tales como precocidad, resistencia a
la sequia, tejidos mls lignificados, y, sobre todo, mayor pro
liferacién de rafces laterales.

10. Es probable que por medio de seleccidn y cruzamiento se pue=-
dan me jorar las variedades de frijol respecto a su tolerancia

a este patbgeno,
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RESUMEN

Se estudié la penetracidn, desarrollo de la infeccidn y anato
mia patolégica del hongo Fusarium oxysporum Schlecht f. phaseoli
Kendrick y Snyder, causante de la "Fusarioris" del frijol (Phaseo-
lus vulgaris L.) en plantas de variedades tolerantes y suscepti-
bles al hongo.

Los ensayos de penetracién se hicieron en plantas crecidas in
vitro y en suelo, utilizando nueve métodos diferentes de inocula-
cién., Para los estudios de la anatomfa patolbgica se utilizaron
cortes a mano, en micrétomo de dongelaci6n con CO2 y en micrbtomo
'rotativo, en forma de preparaciones semipermanentes y fijas,

Se encontrd que la penetracibn puede ocurrir a través de la
rafiz e hipocdtilo, pero es necesaria la presencia de heridas que
expongan los vasos de xilema; esto rige tanto para las variedades
tolerantes como para las susceptibles,

Ogservaciones microscédpicas revelaron que el hongo crece a lo
largo de los vasos del xilema, Con el avance de la infeccibén hay
discoloracién y marronamiento de vasos con subsecuente taponamien-
to de éstos por material gomoso, depositado dentro del sistema vas
cular,

Anatomicamente no hubo diferencias entre variedades toleran-
tes y susceptibles. Respecto a sintomas externos e internos si se
observaron diferencias muy marcadas, En variedades que presentan
sintomas de enanismo, el marronamiento es poco, con un 43% de los

vasos obstruidos; en las de amarillamiento el marronamiento es
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intermedio y hay 67% de vasos inutilizados; en las que presentan
marchitamiento intenso el marronamiento es muy difundido y el 79%
de los vasos muestran taponamiento.

Probablemente la tolerancia no es debida a barreras fisicas
que impidan el movimiento del hongo dentro del hospedero, sino més

bien a mecanismos fisiolbégicos.
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SUMMARY

A study was conducted concerning the penetration, development
of infection, and pathological anatomy of the "Fusariosis" disease
of the common bean (Phaseolus vulgaris L.) which is caused by the
fungus Fusarium oxysporum Schlecht f. phaseoli Kendrick and Snyder.
The study was carried out with varieties of bean susceptible and
resistant to the fungus,

The tests of penetration were performed both in vitro and in
soil, and utilized nine different methods of inoculation., Tissue
sections were used for studies of the pathological anatomy. These
were both permanent and semi-permanent. Sectioning was carried out
by hand, on a CO2 freezing microtome, and on a rotary microtome.

It was found that in both the tolerant and susceptible varie-
ties penetration can occur through the root and hypocotyl, but the
presence of wounds is necessary to permit penetration into exposed
xylem vessels,

Microscopic observations revealed that the fungus grows along
the inside of the xylem, Discoloration and browning occurs with
the advance of the infection, and there is a subsequent deposition
of gummy material which causes plugging of the vascular systenm.

No anatomic differences could be observed between the tolerant
and susceptible varieties, There were, however, apparent differ-
ences with respect to both external and internal symptoms. 1In
those susceptible varieties which showed symptoms of stunting,

1little browning occurred and 43% of the vessels were obstructed.
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In those which showed external yellowiﬁg, there was internal brown
ing of moderate intensity and 67% of the vessels were seen to be
inactivated, The varieties with severe wilting had intense inter-
nal browning and 79% of the vegsels were plugged.

It was concluded that tolerance is not due to physical
barriers which impede growth of the fungus within the host, but

rather to some physiological mechanism,
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